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Введение 

Демодекоз — широко распространенное 
в нашей стране и зарубежом паразитарное 
заболевание млекопитающих, вызываемое 
клещами рода Оетодех. В настоящее вре- 
мя описано по разным источникам от 134 
до 140 видоспецифичных клещей. На кош- 
ках обитает два вида етодех сай и ето- 
Чех гафо1, у коз рето4ех ры Шо!4е$, у свиней 
Петодех саргае, у крупного рогатого ско- 
та Оетодех Ъоу15, у собак Оето4ез сап!$ и 
т.д. Болеют демодекозом и люди. У челове- 
ка паразитируют два вида: етодех №оШс- 
иопит, обитающий в волосяных фоллику- 
лах, и Оетодех Ъгеу1$, обитающий в саль- 
ных железах. 

Клещ Оетодех Боу!15 — наиболее важ- 
ный, с ветеринарной точки зрения клещ, 
который, поражая шкуры животных, нано- 
сит ощутимый экономический ущерб ко- 
жевенной промышленности нашей стра- 
НЫ. 

Толчком к изучению демодекоза круп- 
ного рогатого скота явился случай массо- 
вого, вызванного неизвестными причина- 
ми, поражения кожевенного сырья на Спас- 
ском госкожзаводе в Рязанской области. В 
1927 году А. Дьяковым и М. Люксембур- 
гом было сообщено, что: «при сортировке 
шкур крупного рогатого скота оказалось 
до 20-24% «пораженного» сырья [2]. 

Одной из основных биологических осо- 
бенностей клеща Оетодех Боу1$ является 
строго колониальная форма существова- 
ния вида в коже крупного рогатого скота. 
Имея микроскопические размеры, обита- 
ет клещ исключительно в гипертрофиро- 
ванных волосяных фолликулах колония- 
ми, размер которых варьирует от 1 мм до 
1 см. В каждой из них может находиться до 
5000 клещей и более на различных стадиях 
развития. На одном животном можно об- 
наружить от 1 до 200 и более колоний. За- 
болевание обычно проходит в пустулезной 
форме. Узелки (пустулы) располагаются в 
толще кожи, иногда небольшими гнезда- 
ми. Поражается в основном передняя часть 
тела животного (голова, плечи, подгрудок, 
шея, передние конечности). В очень ред- 
ких случаях поражается вся поверхность 
кожи [1,3]. 

На кожевенном сырье, полуфабрика- 


те и готовых кожах демодекозный порок 
проявляется по-разному. В сырье это бу- 
горки различного размера, со слегка си- 
нюшным или желтоватым оттенком. В по- 
луфабрикате колонии выглядят в виде не- 
больших бугорков с каналом или без, про- 
никающих на 1/2 - 2/3 толщины кожи. На 
готовых кожах демодекозные пороки вид- 
ны с поверхности в виде небольших вдав- 
ленных пятен. На некоторых кожах в цен- 
тре этих пятен имеются небольшие отвер- 
стия. С обратной стороны кожи видны уг- 
лубления от 1 до 10 мм в диаметре с рва- 
ными краями, которые образуются в про- 
цессе выделки кож при выпадении вмести- 
лища клещей. Нередко обнаруживаются 
крупные дыры, возникающие на месте ко- 
лоний собранных «гнездами». Все эти по- 
роки приводят к существенному снижению 
стоимости готовых кож и экономическим 
потерям кожевенных заводов [1]. 

В литературе встречаются данные о 
морфологическом составе крови, белко- 
вом, минеральном, липидном обмене, а так- 
же функциональном состоянии печени, по- 
чек и соединительной ткани кожи при де- 
модекозе крупного рогатого скота. 

Установлено, что количество имму- 
ноглобулинов в сыворотке крови коров 
больных демодекозом увеличивается про- 
порционально степени поражения живот- 
ных. Что связано с хроническим течени- 
ем заболевания, при котором происходят 
глубокие деструктивные изменения в ко- 
же, развивается воспаление вследствие ин- 
токсикации организма продуктами распа- 
да кожи и жизнедеятельности клещей. 

Наличие периваскулярных лимфогис- 
тиоцитарных инфильтратов и продуктив- 
ного эндоваскулита при демодекозе круп- 
ного рогатого скота указывают на роль ре- 
акции гиперчувствительности замедленно- 
го типа в механизме ответа на демодекоз- 
ную инвазию. Клеточные реакции при та- 
ком иммунном воспалении отражают ди- 
намику тканевой элиминации продуктов 
реакции антиген-антитело. 

При исследовании почек коров боль- 
ных демодекозом выявлен хронический 
мезангиопролиферативный — гломеруло- 
нефрит, который обусловлен иммунологи- 
ческими механизмами и связан либо с от- 
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ложением на базальной мембране капил- 
ляров клубочков иммунных комплексов, 
либо с образованием антител к базальной 
мембране [1]. 

Хорошо изучены изменения в гумо- 
ральном, локальном кожном и системном 
клеточном иммунитете при демодекозе у 
собак [7]. 

У большинства видов клещей рода ОЭе- 
шодех хорошо изучена морфология и био- 
логия. Предложено множество схем ле- 
чения и профилактики демодекоза, более 
глубоко изучаются вопросы патогенеза и 
хозяино-паразитарных взаимоотношений 
при этом заболевании. Однако отсутству- 
ют данные о конкретных молекулах кле- 
щей Ретодех участвующих в иммунопато- 
генезе заболевания и неизвестны антиге- 
ны, на которые происходит иммунный от- 
вет. 

Целью наших исследований является 
изучение иммунореактивных белков кле- 
ща Ретодех Боу15, и поиск антигенов, ин- 
дуцирующих иммунный ответ хозяина. 
Для этого мы использовали подход, реали- 
зованный при идентификации иммуноре- 
активных белков клеща багсор{е$ зсае! 
и личинок подкожного овода: Нуродегта 
Нпеафит и Нуродегта Боуи! [5, 8]. В настоя- 
щий момент эти белковые антигены явля- 
ются основой диагностических тест систем 
для определения специфических антител к 
возбудителю саркоптоза и гиподерматоза 
животных соответственно. 

Материалы и методы 

Сыворотки крупного рогатого ско- 
та. Индивидуальные образцы сыворотки 
были получены из крови коров черно-пес- 
трой породы больных демодекозом в сла- 
бой, средней и сильной степени поражения, 
а также от животных без клинических при- 
знаков демодекоза (здоровых животных). 

Биологический материал содержащий 
клещей р. Вом5. Для выявления иммуноре- 
активных белков клеща Оетодех Бо\!5 от 
больных животных было собрано содер- 
жимое демодекозных колоний [, П, Ш типа 
(классификация по Скосырских) по методи- 
ке Полякова Д.К. [4,3] Колонии были собра- 
ны в период с июня по декабрь 2006 года. 

Полученный материал объединялся 
при помощи перемешивания и хранился 
при -20° С в плотно закрытой пластиковой 
пробирке вплоть до использования. Экс- 
тракция белков из материала проводилась 
путем перетирания 0.5 г колоний в 4 мл 6М 
гуанидинхлорида при комнатной темпера- 
туре в стеклянном гомогенизаторе с пос- 
ледующей ультразвуковой дезинтеграци- 
ей суспензии на аппарате Упзошс 100. Ре- 


жим обработки 3 раза по 10 сек. с переры- 
вом 30 сек. на льду. 

Контроль гомогенизации проводили пу- 
тем микроскопии капли суспензии. Конец 
гомогенизации определяли по отсутствию 
целых клещей в поле зрения микроскопа. 
Полученный образец центрифугировали 
при 50002 10 минут. Полученный суперна- 
тант диализовали против 2.5 литров 0,01М 
фосфатно-солевого буфера (рН 72) ночь 
при 4°С в диализной мембране МУ 5000 
(Зегуа). Отдиализованный раствор храни- 
ли аликвотами при -20 в плотно закрытой 
пробирке вплоть до использования. 

Иммуноферментный анализ (ИФА). 
В лунки планшета для иммуноферментно- 
го анализа вносили 0,1 мл экстракта демо- 
декозных колоний в 0,01М Ма-карбонат- 
ном буфере (рН 9,6) инкубировали ночь 
при 4°С. Каждую сыворотку тестировали 
в разведении от 1/100 до 1/12800. Сыворот- 
ки титровали и инкубировали в 0,01М фос- 
фатно-солевом буфере (рН 72) 1 час при 
37. Пероксидазный коньюгат АпЯ-Боуше 
1еС (мВое шоесше) (З1ета) использовали 
в разведении 1/8000. Планшеты инкубиро- 
вали 1 час при 37°С. В качестве хромоген- 
ного реагента использовали раствор пере- 
киси водорода с 3,3',5,5’°-тетраметилбензи- 
дином (ТМВ) («МДЛ», Россия). Результа- 
ты оценивали по оптической плотности 
окрашенного раствора, используя ТИецек 
Мишизсап Е ЗА ридер с фильтром 450 нм, 
после остановки реакции 1М Н,$О. 

Электрофорез и Иммуноблотин. Экс- 
тракт колоний клещей О. Боу!15 сепариро- 
вали в 12% электрофорезном полиакри- 
ламидном геле в присутствии натрий - до- 
децилсульфата по Гаештй (Гаешитй О.К. 
1970). Окраску гелей проводили Кумасси 
©0250. Электрофорез проводили при 70 тА. 
Электроперенос белков на нитроцеллю- 
лозную мембрану НуБопа С проводили по 
Том (Томи Н, З{ае Ш Т., 1979). При 200 
шА в трис-глициновом буфере с изопро- 
панолом 20% 1 час. Блокировку мембран 
проводили 5% обезжиренным молоком в 
0,01М фосфатно-солевом буфере (рН 72) 
1 час при 37° С. Мембраны инкубирова- 
ли с тестируемыми сыворотками в разве- 
дении 1/25 1 час при 37° С. Пероксидазный 
коньюгат АпЯ-Боуше [2С (\Вое тоесше) 
($1отта) использовали в разведении 1/1000, 
время инкубации 1 час при 37° С. Результа- 
ты реакции визуализировали добавлением 
свежеприготовленной субстратной смеси 
для пероксидазы, содержащей 0,05% диа- 
минобензидина и 0,015% Н.О, (ДАБ).В не- 
которых опытах мембрану после переноса 
сразу замачивали в 10 мл 0,01М фосфатно- 
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солевого буфера (рН 72) на 2 минуты и и 
выявляли пероксидазную активность тем 
же субстратом. 

Выделение иммуноглобулинов класса 
С (15С.). Иммуноглобулины выделялись из 
сывороток трех коров с сильной, средней 
и слабой степенью поражения, и из сыво- 
ротки здоровой коровы методом ионооб- 
менной хроматографии на РЕАЕ-сефа- 
розе 4В (Рвагтаа Еше СВеписа!5 АВ Чр- 
рза!а, Зууе4еп). Фракцию [С элюировали 
раствором (0,15М Мас! + 0,01М Трис-НС]) 
РН 8,6. Степень чистоты 2С определяли 
при помощи электрофореза в 12% поли- 
акриламидном геле. Специфичность №2С 
подтверждали методом непрямого имму- 
ноферментного анализа с использовани- 
ем пероксидазного коньюгата АпИ-Боуше 
12С (мБае тоесше) (51ета). 

Иммуноблоттинг с флуоресиирующи- 
ми антителами. Очищенные иммуногло- 
булины класса С больных и здоровых жи- 
вотных метили флуоресцирующей меткой 
при помощи Ешого Тах ЕТС Сошасайоп 
Ки (З1юта). После проведения электрофо- 
реза и иммуноблоттинга, мембраны инку- 
бировали с мечеными иммуноглобулинами 
в разведении 1/20 1 час при 37° С. Тестиру- 
емые немеченые сыворотки в иммунобло- 
тинге проявляли иммуноглобулинами диа- 
гностическими флуоресцирующими анти- 
видовыми против иммуноглобулинов быка 
(«МЕДГАМАЛ» Россия) в разведении 1/20. 

После инкубации мембраны отмыва- 
ли, просушивали и визуализировали путем 
облучения ультрафиолетом с длиной вол- 
ны 365 нм под углом 45 градусов на облу- 
чателе для тонкослойной хроматографии 


МшоугГ$ фирмы РЕЗАСА (Германия). 
Результаты и обсуждение 

Попытка обнаружить антитела к бел- 
кам О. Бо\у!$ в сыворотке больных живот- 
ных методом непрямого иммунофермен- 
тного анализа не принесла результатов. 
Значения оптической плотности сыворо- 
ток при тестировании в ИФА больных жи- 
вотных и здоровых достоверно не отлича- 
лись. Дальнейшие эксперименты выявили, 
что экстракт из колоний клещей О. Боу!$ в 
ИФА неспецифически связывается с анти- 
видовым конъюгатом. 

Такое связывание может быть объяс- 
нено наличием коровьих иммуноглобули- 
нов в экстракте из (Рисунок 1) или [2С свя- 
зывающих компонентов (типа белка А или 
коплемента крови). 

Результаты электрофореза в 12% по- 
лиакриламидном геле (Рисунок 1) и им- 
муноблоттинга (Рисунок 2) указывают на 
присутствие иммуноглобулинов в экстра- 
кте. Из рисунков 1 и 2 видно, что в составе 
экстракта присутствуют белковые компо- 
ненты, которые связываются с антивидо- 
вым конъюгатом идентично [С в облас- 
тях с молекулярной массой около 64 кДа 
и 28 кДа. 

Экстракт, кроме этого содержит другие 
[>С связывающие компоненты в области с 
молекулярной массой от 24 Кда до 10 кДа 
и от 37 кДа 60 кДа. 

Следует отметить, что специфическое 
связывание ]2С из сывороток коров не ре- 
гистрировали. 

Помимо компонентов неспецифически 
связывающих [2С, мы обнаружили, что бе- 
лок молекулярной массой 10 кДа обладает 


<— 10 кДа 


< 10 кДа еек 


| 2 3 


4 5 


Рисунок 1. Электофореграмма сывороток и экстракта 
в 12% геле. 1 - сыворотка здоровой коровы, 2 — сыво- 
ротка больной коровы, 3, 4 - экстракт, 5 — маркеры мо- 


лекулярного веса 


Рисунок 2. Имму- Рисунок 3. Мембрана 
ноблоттинг мембра- после переноса, про- 
ны с антивидовым явленная в ДАБ 
конъюгатом 
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пероксидазной активностью, поскольку он 
проявлялся на мембране после инкубации 
в ДАБ. (Рисунок 3) 

При повторении опытов с использова- 
нием высокоразрешающего геля (градиен- 
тный полиакриламидный гель 75-20%, дли- 
на геля 16 см, толщина геля 1,5 мм) удалось 
получить более четкое разделение низко- 
молекулярной фракции белков экстракта, 
и оказалось, что в реакцию с субстратным 
буфером вступает триплет белков в облас- 
ти 10 кДа (Рисунок 4). 

12С связывающую способность трип- 
лета проверяли в иммуноблоттинге с флу- 
оресцирующими антителами. 

После проявки на всех мембранах в 
ультрафиолетовом свете четко видны те 
же полосы, что и на мембране проявлен- 
ной ДАБ, триплет с которой не флуорес- 
цирует. 

Таким образом, триплет белков поми- 
мо пероксидазной активности обладает 
способностью неспецифически связывать 
иммуноглобулины. 

Выводы 

При изучении состава содержимого ко- 
лоний клещей Оето4ех Ъоу!1$ установле- 
но, что содержимое колоний имеет слож- 
ный белковый состав состоящий, главным 


= 


Триплет 


<—— 10 кДа 


образом, из белков клеща и белков хозя- 
ина. Наиболее ярко выражено присутс- 
твие в содержимом белков с молекуляр- 
ным весом от 20 кДа и менее (рисунок 2). 
При проведении опытов по изучению им- 
мунореактивных белков клеща О. Бо\!$ на- 
ми обнаружен триплет белков в области 10 
кДа. Этот триплет обладает пероксидаз- 
ной активностью и способен неспецифи- 
чески связывать иммуноглобулины. 

Проведя анализ баз данных протеинов 
и литературных источников мы выяснили, 
что [2С связывающей и пероксидазной ак- 
тивностями обладает белок слюны клеща 
Тхо4де$ зсарШаг$ (Зар 250 номер в генбан- 
ке АЕ209911) который является гомоло- 
гом глутатион пероксидазы некоторых эу- 
кариотических организмов (глутатион пе- 
роксидаза крупного рогатого скота имеет 
молекулярный вес 84 кДа). Показано, что 
на данный белок при кормлении иксодо- 
вых клещей вырабатываются специфичес- 
кие антитела [6]. 

Из литературных источников известно, 
что при демодекозе у животных возмож- 
но образование иммунных комплексов [1, 
7], которые как предполагается, играют су- 


щественную роль в иммунопатогенезе за- 
болевания. 


Рисунок 4. Мем- Рисунок 5. Мембраны, проявленные флуоресцирующими антителами* 


брана, 
ленная в ДАБ 


прояв- * Мембраны проявляли: 1 - иммуноглобулинами, полученными от больного жи- 
вотного, мечеными флуоресцин-5-изотиоцианатом (ФИТЦ); 2 - иммуноглобули- 


нами, полученными от здорового животного, мечеными ФИТЦ; 3 - сывороткой от 
больного животного и иммуноглобулинами диагностическими флуоресцирующи- 
ми антивидовыми против иммуноглобулинов быка (МЕДГАМАЛ) в разведении 
1/20; 4 - сывороткой от здорового животного и иммуноглобулинами диагностичес- 
кими флуоресцирующими антивидовыми против иммуноглобулинов быка (МЕД- 
ГАМАЛ) в разведении 1/20. 5 - иммуноглобулинами диагностическими флуоресци- 
рующими антивидовыми против иммуноглобулинов быка (МЕДГАМАЛ) в раз- 


ведении 1/20 
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ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В ВЕТЕРИНАРИИ 


В связи с этим мы считаем, что выде- 
ленный нами из содержимого колоний 
клещей Пето4ех Боу!5 триплет белков, 
обладая 12С связывающей активностью, 
с большой вероятностью может образо- 
вывать иммунные комплексы в организме 
больных животных. Исследование данной 
гипотезы является предметом нашей даль- 


нейшей работы. 

Считаем, что дальнейшее изучение со- 
става демодекозных колоний, определение 
свойств его отдельных компонентов, в час- 
тности иммунореактивных белков, сможет 
стать основой в работе по созданию спе- 
цифических диагностических и лечебных 
препаратов при демодекозе животных. 


РЕЗЮМЕ 

Предполагается, что некоторые биологически активные белки демодекозных клещей могут играть 
важную роль в иммунопатогенезе демодекоза. Мы попытались идентифицировать такие белки кле- 
ща Эетодех Боу5. Наши результаты показывают, что триплет белков клеща в области 10 кДа де- 
монстрирует некоторую биологическую активность, в частности: способность неспецифически свя- 
зывать Г2С и пероксидазную активность. Мы предполагаем что данный триплет может образовывы- 
вать иммунные комплексы в организме больных животных. 


ЗОММАКУ 

боте дешодех шйез Боасйуе ргобетз аге сиррозе4 {0 р!ау ипроаш гое т питипора®орепез оЁае- 
10910515. У\е те@ 10 14еп у ое ргофетз ш Оетодех Боу5 шИеб. Ошг геи 5 ш@сае4 Та и1реЕ оЁ 
ргоетб Бет оатей йот Оетодех Боу15 шИез шт 10 КОа агеа детопзйга{е4 зоше Мо1ортса! асбуйу: 
попзресйс 12С Ыпаш? апа регох!4азе асйуНу ш рагбсшаг. А$ а гезш оЁ ошг туезйзайноп$ уе зизоееа 
ФаЕ 5 о1р{еЕ сап ргодисе пишипе сошр/ехез ш аНесе4 в05 Бо@у. 
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ФГОУ ВПО Ивановская государственная сельскохозяйственная академия 


СОДЕРЖАНИЕ ЛЕТУЧИХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ 
В МОЛОКЕ КОРОВ БОЛЬНЫХ МАСТИТОМ 


В настоящее время мастит признан од- 
ной из распространенных акушерских пато- 
логий крупного рогатого скота [2,3, 4,5, 6]. 

Несмотря на большое количество на- 
учных исследований и создание широкого 
спектра антибактериальных препаратов, а 
также внедрение разных приемов профи- 
лактики заболевания, проблема маститов 
остается актуальной и требует дальней- 
ших исследований [2,4]. 

По мнению многих исследователей, ос- 
новным этиологическим фактором воз- 
никновения мастита является микробное 
начало. Микрофлора молока и молочной 
железы при маститах отличаются боль- 


шим разнообразием как отдельных видов 
(патогенных и условно-патогенных) мик- 
роорганизмов, так и высокой частотой и 
разнообразием их ассоциаций [6]. 

Цель нашего исследования заключа- 
лась в выяснении участия факультативных 
и облигатных микроорганизмов в воспали- 
тельном процессе. 

Материалы и методы 

Для бактериологического исследова- 
ния от 50 коров больных маститом было 
взято 54 пробы молока. В качестве пита- 
тельных сред использовали мясопептон- 
ный агар с добавлением 5% бараньей кро- 
ви; солевой мясопептонный агар, содержа- 
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